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論 文 内 容 要 旨
【背景】
多 くの タンパ ク質 は翻訳 後に修 飾 を受 けるこ とが知 られ てい る。翻訳後修飾 はタ ンパ ク質の構造や安
定性 に影 響 を与 えるだ けでな く,そ の機 能 までも大 き く変化 させ る。翻訳後修飾 は リン酸 化,ユ ビキチ
ン化,SUMO化,ア セ チル化,脂 質化,糖 鎖修飾な どが知 られ てい る。その中でSUMO修 飾 とは,ユ ビ
キチ ンに似た三次構 造 を有す るSUMO(smallubiquitinrelatedmodifier)が,El(活 性化 酵素),E2(結 合
酵素),E3(リ ガーゼ)の3つ の酵素 の働 きによ り,標 的タ ンパ ク質の リジ ン残基 にイ ソペプチ ド結 合
す るこ とである。一方,SUMO修 飾 の解 除は,脱SUMO酵 素で あるイ ソペプチダーゼに よ り被修飾 タン
パ ク質か らSUMOが 外 され るこ とでな され る。
これ まで数百 に ものぼ るSUMO化 標的 タ ンパ ク質が報告 され てい るが,DNA傷 害時 に起 こるSUMO
修 飾 の 詳細 は 明 らか にな っ てい ない。 そ こで本 研究 で は,出 芽 酵 母 を用 い てDNA傷 害 時 に起 こ る
SUMO修 飾 の標 的タ ンパク質 の同定 とそ の制御機構 の解 明を 目指 した。
【結果 ・考察】
(1)SUMO修 飾の標的候補 タンパ ク質 の同定
これ までに,E2結 合酵素Ubc9の 機能 を減 弱 させ た酵母細胞(ubegts株)が 様 々なDNA傷 害剤(DNA
アル キル化 剤 で あ る メチル メタ ンスル フォネ ー ト(methylmethanesulfonate;MMS) ,DNA複 製 阻害剤
で ある ヒ ドロキシ尿素(hy〔iroxyurea;HU),DNA複 製 に共役 して二本 鎖切 断 を誘 導す るカ ンプ トテ シ
ン(camptothecin;CPT))に 対 して感 受性 を示す こ とが所属研 究室 に よ り報 告 され ていた。 さらにitbeg
ts株 ではDNA傷 害 時 の相 同組換 えの誘 導が欠損 してい る。 しか し,こ れ らの感受 性や組換 えの欠損 が
どの よ うなSUMO化 標 的 タンパ ク質の制御 の欠損 に由来す るかはわ かっていなか った。そ こで,MMS
で細胞 を処理 した際 にSUMO修 飾 を受 けるタ ンパ ク質 の有無 を調 べ た結果 ,数 十種 もの タ ンパ ク質の
SUMO修 飾 を検 出 した。
標 的 タンパ ク質 を特 定す るために,yeasttwo-hybrid法 を用い てチェ ックポイ ン ト機構 とDNA修 復 機
構 に機 能す るタ ンパ ク質 をスク リー ニ ング した。そ の結果,SUMO修 飾 の標 的候 補 タ ンパ ク質 として
Rad51,Rad52,Rad59,Mrc1,Mus81の5種 類 を同定す る ことに成 功 した。 この 中で ,Rad52を 細胞 内で過
剰発 現 させ た ところ,実 際にRad52は 細胞 内でSUMO修 飾 を受けた。Rad52はDNA組 換 え修復 の中心
酵素であるため,以 後Rad52のSUMO修 飾 に焦点 をあて解析 す るこ とに した。
(2)Rad52がSU「MO修 飾 を受 けるための必要条件
SUMO修 飾 に影響 を与 えるRad52の リジン残 基 をスク リー ニ ング した ところ,SUMO修 飾 を受 けな
いRad52変 異体(rad52-K126R,rad52-K200R>を 同定 した。 一方 ,Rad52がSUMOを 受 ける部位 とし
て10,11,220番 目の3箇 所 の リジン残基 が本研究 とは独立 に報告 された。 この3箇 所 の リジ ン残基 を,
それぞれ アル ギニ ン残基へ と置換 したrad52-3KR変 異株 は,ほ とん ど組換 え反応(DNA二 本鎖切 断修復
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や姉妹染色分体間の組換 え)に 欠損 を示 さないのに対 し,本 研 究で見出 した変異 では組 換 えがほぼ完全
に消失 していた。そ こで,両 者の相違 の原 因の究明 を行った。そ の結果,Rad52-Kl26RはRad52の 自己
会 合能 に部分 的に欠 損 を示す が,R.ad52-3KRは 示 さなか ったeこ の こ とか ら,Rad52がSUMO修 飾 を
受 ける必要条件 として,Rad52が 多量体形成 してい る ことが考 え られ た。 この仮説 を検証す るた めに,
SUMO修 飾の標 的ア ミノ酸 にな りえな いア ミノ酸残基 に変異 を入 れ,自 己会 合能 に欠損 を示すR.ad52-
RlO3Aを 得た。予想通 り,こ の変異 タ ンパ ク質 では,Rad52-Kl26Rと 同程度 までSUMO修 飾の減弱 が
観 察 され た。一方,rad52-、KI200Rで は 自己会 合能 は正常 にもかかわ らず,SUMO修 飾が減弱 した。最近,
Rad52の 核移 行 シグナル(NLS)が200～202a.a.領 域 に存在 す る こ とが 明 らかに され,Rad52-K200Rが
核 に移行 できない可能 性が示唆 され た。 そ こで,Rad52-K200RのC末 にSV40のNLSを 融合 し,酵 母
細胞 に発現 させ る と,Rad52-K200RはSUMO修 飾 を受 けた。以 上 の結果 か ら,Rad52がSUMO修 飾 を
受 ける必 要条件 として,Rad52が 多量体形成 している こと及 びRad52が 核 内に局在 してい るこ とが考 え
られた。
(3)Rad52のSUMO修 飾の生物学的意義
前述 の よ うにSUMO修 飾の アクセ プターに なる3つ の リジン残 基 が同定 され たが,こ の研 究で は,
Rad52のSUMO修 飾 の生理 的 意義 につ いて は明 らか にで き なか った。そ こで,rad52-3KR変 異株 を用
い てDNA傷 害時 に起 こるDNA組 換 え頻 度 を測 定 した。そ の結果,rad52-31(RはDNA傷 害時 に誘導 さ
れ る相 同染色体 間 のDNA組 換 えに部分 的 な欠損 を示 した。 この結果 か ら,DNA傷 害依存 的 に起 こる
Rad52のSUMO修 飾の意義 は,よ り効 率的に相 同染色体間 のDNA組 換 えを促進 させ る ことであ ること
が示唆 され た。 しか し,ubcgts(E2欠 損)株 に比べてrad52-3KR株 の表現型(組 換 え誘導欠損)は 弱い
こ とか ら,Ubc9はRad52以 外 に も複 数 の標 的 タンパ ク質を同時 にSUMO化 す るこ とで効率 のよい相 同
組換 えの誘導 に関わ ってい る可能性 があ り,実 際 にDNA組 換 え関連 因子で あるSgslやSmc6はSUMO
修 飾の標 的にな ることが報告 されてい る。
(4)Rad51の リクルー トによるRad52のSUMO修 飾の消失
一連 のDNA組 換 え反 応 の どの素過 程 にお いてRad52のSUMO修 飾 が起 こるのか
,様 々 な素過程 に
欠損 を生 じさせ て 調べ た。DNA組 換 えは,DNAの 傷 の部位 にRad52が 結 合 した後 に,Rad52依 存 的
にRad51がDNAに 結合 してRad51/DNAフ ィラメン トを形 成す るこ とで反応 が起 こる。 まず,DNAに
Rad52は 結合す るが,Rad51がDNAに 結合 で きない状況 を作 った。 その結果,Rad52のSUMO修 飾 が
異常 に亢進 した。 一方,DNAにRad51/DNAフ ィラ メン トは形 成 され るが,組 換 え反 応 が起 らな い状
況 を作 る と,そ の修飾 の亢進は解消 された。 これ らの結果 か ら,Rad52のSUMO修 飾 はRad51/DNAフ
ィ ラメン トの効率 的な形成 に寄与す る こと,Rad51がDNA上 に リクル ー トされ る と同時 にRad52の 脱
SUMO化 が起 り始 めることが示唆 され た。
(5)チ ェックポイン ト機構欠損はRad52のSUMO修 飾を亢進 する
チェ ックポイ ン ト機 構 はDNA傷 害時 に細胞周期 を遅 らせDNA修 復 のための時 間稼 ぎを し,様 々な
DNA修 復 系の制御 を行 うシステムで ある。Rad52のSUMO修 飾がチ ェ ックポイ ン ト機構 によ って制御
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を受 ける可能性 を考 え,MMSやHU処 理 時のチ ェ ックポイ ン ト機構 欠損株(特 にrad53株)のRad52
のSUMO修 飾 を調べ た。予想 に反 し,rad53株 ではRad52のSUMO修 飾 が異常 に亢進 して いたeこ の
SUMO修 飾 の亢進 はS期 に特 異的に観 察 され た。MMS,HUで 細胞 を処理す るとゲノムの一部に一本鎖
DNA領 域 が露 出す るこ とが報告 され てい る。rad53株 のHU処 理時 のRad52の ゲノムワイ ドなク ロマチ
ン上 への結合 を調 べた ところ,異 所 的なRad52の 染色体結合 分布 が観察 され,そ の領 域 は一本鎖DNA
が形 成 され やす い領 域 とほぼ合 致 した。 このRad52の 異所 的な染色 体分布 は,Rad52のSUMO修 飾 で
E3と して機 能す るSiz2を 欠損 させ たrad53siz2株 において もrad53株 と同様に観察 され た。以上 よ り,
チ ェ ックポイ ン ト機構欠損 によるRad52の 異所的な染色体結合 はSUMO修 飾の結果 ではな く,Rad52は
チ ェ ックポイ ン ト機構 欠損の結果,異 所 的 にDNAに リクル ー トされ,そ こでUbc9お よびSiz2に よ り
SUMO修 飾 を受 けるこ とが考 え られた。
酵母 ではチ ェ ックポイ ン ト機 構が破 綻す る と染色 体 の転座 な どの異 常 が亢進 す るこ とが知 られてい
る。 これはチ ェ ックポイ ン ト変異株 で,SUMO修 飾 を受 けた活性化状態 のRad52が 異所的 な組換 えの亢
進 を引 き起 こした ものである とい う可能性 が考 え られ る。 ヒ ト細胞 にお いて もRad52のSUMO修 飾 は検
出 され ている。転座 な どの異所的な組換 えに よる染色体 異常が ヒ トの癌 の原因にな る場 合 が多 く,本 研
究に よ り,癌 化 の過程 の解析 に,Rad52のSUMO修 飾 とい う新 たな視点 の重要性 を指摘す るこ とがで き
た と考え られ る。
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審 査 結 果 の 要 旨
タ ンパ ク質 の機能 は様々な翻訳後修飾 によ り制御 され る。 その翻訳後修 飾の一つ であるタ ンパ ク質の
SUMO(smallub章quitinrelatedmodifier)化 では,SUMOが,E1(活 性化酵素),E2(結 合酵素),E3(リ ガー
ゼ)の3つ の酵 素の働 きに よ り標的 タンパ ク質 の リジン残基 にイ ソペ プチ ド結合す る。我 々の研 究室で
は以前 に,出 芽酵母のE2変 異株 が 「DNA傷 害 時の相 同組換 えの誘導」に欠損 を示す こ とを見出 していた。
本研究 は,相 同組換 えに関与す るSUMO標 的候補 タ ンパ ク質 を探索 し,相 同組換 えで 中心的役割 を果た
すRad52がSUMO修 飾 を受けるこ とを見出 し,そ の修飾が起 こる条件 およびそ の修飾 の意義 について解
析 した ものであ る。
まず初 めにTwo-hybrid法 に よ り,SUMO修 飾 を受け るタ ンパ ク質の ス クリー ニ ング を行 い,Rad51,
Rad52,Rad59を 候補 と して得た。 これ らの タンパ ク質の うち,Rad52がSUMOと 特 に強い相互作用 を示
し,ま た,RAD52変 異株 は種 々の組換 えが欠損す るこ とか ら,Rad52に 焦点 をあて て解析 を行 った。実
際 にRad52を 細 胞 に過剰発 現 させ る とSUMO修 飾 を受 ける ことが判 明 した。次 にそ の修飾 に影響 を与
える リジン残基 を調べ た ところ,126番 目あるいは200番 目の リジンをアルギニ ンに変換す る と,Rad52
のSUMO修 飾 が著 しく低 下す るこ とが明 らか になった。126番 目の変異(rad52-Kl26R)で はRad52の
自己会合能 に欠損 を示 し,200番 目の変異(rad52一K200R)で は 自己会合能 は正常だが,核 移行に欠陥 が
ある こ とが分か り,Rad52が 多量体 形成 し,核 内に局在す るこ とがRad52のSUMO修 飾 の必要条 件で
あるこ とが判 明 した。 また,Rad52は 組換 え酵素Rad51を クロマチ ン上 に リクルー トす る役割 を担 うが,
rad51変 異株 におい てRad52のSUMO修 飾 が著 しく亢進 していた こ とか ら,Rad52がRadslを リクルー
トす るこ とにカ ップル して脱SUMO化 が起 こるこ とが示唆 された。 さらに,SUMO化 を受 ける3つ の リ.
ジ ンをアル ギニ ンに変換 した変異株 で はDNA傷 害時 に誘導 され る相同染色体 間の組 換 えに部 分的な欠
損 を示 した こ とか ら,Rad52のSUMO修 飾 はRad51の リクルー トを促進 し組換 えの効率 を上 げてい る可
能性 が示唆 され た。また,チ ェ ックポイ ン トの変異株 で,Rad52のSUMO修 飾 が非常に亢進す るこ とを
見出 し,こ の変異株で はRad51が リクル ー トされない可能性 を示唆 した。
以上 のよ うに,本 研究は相 同組換 えで中心的な役割 を担 うRad52のSUMO修 飾 の必要条件 とそ の修飾
の意義 を明確 に した ものであ り,相 同組換 え修復の制御機構 解 明に新 たな視点 を与 える もので,そ の学
術的価値 は大変高い。
よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位 論文 として合格 と認 める。
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